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Резюме

Рост патологии двенадцатиперстной кишки (ДПК) среди пациентов различных возрастных групп обусловливает 
актуальность исследования. Причины, вызывающие заболевания ДПК, достаточно гетерогенны, к ним относятся 
целиакия, аллергия к глютену и различным белкам, аутоиммунные заболевания, атопии, а также бактериальные, ви-
русные и паразитарные инфекции (хеликобактериоз, лямблиоз и т. д.). Одной из характеристик морфофункциональ-
ного состояния слизистой оболочки (СО) ДПК является его нейроэндокринная активность, которая обеспечивается 
энтероэндокринными клетками (ЭЭК), синтезирующими нейропептиды и хромогранины, в частности, хромогранин 
А (CgA), грелин и серотонин.

Целью нашего исследования явилось определение этих маркеров в слизистой оболочке ДПК при схожих мор-
фологических проявлениях дуоденитов различной этиологии у детей. Материалом исследования послужили 40 
биоптатов дистального отдела ДПК, полученных при фиброгастродуоденоскопии у детей в возрасте от 6 до 17 лет 
с морфологически верифицированным хроническим гастродуоденитом (ХГД).

Первую группу составили дети с целиакией, вторую группу — с Нelicobacter pylori инфекцией (Н.р.), в третью груп-
пу вошли дети с лямблиозом, в четвертую (группу контроля) — дети с достоверно исключенными выше перечис-
ленными заболеваниями и сохранной архитектоникой слизистой оболочки ДПК без морфологических признаков ХД.

При иммунногистохимическом исследовании (ИГХ) определяли уровни экспрессии Chromogranin A (Abcam 
1:400); Serotonin (Abcam 1:50); Ghrelin (Abcam 1:100). Интенсивность реакций оценивали по двум показателям — отно-
сительной площади экспрессии (От. Пл) и оптической плотности (О.П).

В нашем исследовании впервые изучены энтероэндокринные маркеры при дуоденитах различной этиологии. Мы 
искали морфологический инструмент, который поможет дифференцировать дуодениты при схожих клинических 
и гистологических особенностях. Увеличение экспрессии грелина, серотонина и хромогранина А, играет важную 
роль в механизмах нарушения структуры ДПК при целиакии. При Нр инфекции наблюдается снижение всех иссле-
дуемых маркеров, а при лямблиозе не наблюдается достоверных изменений. Все это позволяет дифференцировать 
дуодениты по этиологии и, следовательно, обоснованно назначать лечебные мероприятия.

Ключевые слова: грелин, серотонин, хромогранина А, целиакия, лямблиоз, Нelicobacter pylori.

Summary

Growth pathology duodenal among patients of diff erent age groups determines the relevance of the study. Causes duode-
nal disease suffi  ciently heterogeneous and include celiac disease, gluten allergy and various proteins, autoimmune disease, 
atopy, and also bacterial, parasitic and viral infection (Helicobacter pylori infection, giardiasis). One of the characteristics of 
the mucosal morphofunctional state is its neuroendocrine duodenal activity, which is provided enteroendocrine cells, and 
chromogranin synthesizing neuropeptides, in particular, chromogranin A (CgA), ghrelin and serotonin.

The aim of our study was to determine whether these markers in the duodenal mucosa with similar morphological 
manifestations duodenitis of various etiologies in children. The material of the study were 40 biopsies of the distal duo-
denum, obtained by fi brogastroduodenoscopy in children aged 6 to 17 years old with morphologically verifi ed chronic 
gastroduodenitis (CGD). The fi rst group consisted of children with celiac disease, the second group — with Helicobacter 
pylori infection (H.p), the third group consisted of children with giardiasis, in the fourth (the control group) — children with 
reliably excluded above listed diseases and preserved architectonic mucosal duodenum without morphological characters 
gastroduodenitis.When immunohistochemical study (IHC) expression levels were determined Chromogranin A (Abcam 1: 
400); Serotonin (Abcam 1:50); Ghrelin (Abcam 1: 100). The intensity of the reaction was assessed by two indicators — the 
relative expression area (Ot. Pl) and the optical density (OP).

In our study, for the fi rst time we studied markers in enteroendocrine duodenitis of various etiologies. We were looking 
for a morphological tool that will help diff erentiate duodenitis with similar clinical and histological features. Increased 
expression of ghrelin, serotonin and chromogranin A, playing an important role in the mechanisms of disorders duodenum 
structure in celiac disease. When H.p infections a decrease in all studied markers, while giardiasis is not observed signifi cant 
changes. All of this allows us to diff erentiate duodenitis etiology and, therefore, reasonable to appoint therapeutic measures.

Keywords: ghrelin, serotonin, chromogranin A, celiac disease, giardiasis, Нelicobacter pylori.

Введение

Изучение двенадцатиперстной кишки (ДПК) пред-
ставляет одну из наиболее актуальных проблем 
современной медицины, что обусловлено ростом 
частоты встречаемости этой патологии среди па-
циентов различных возрастных групп, в том чис-
ле среди детей [1]. В общей популяции при эндо-
скопическом обследовании дуоденит выявляется 
у 19,4% детского населения, а по отношению ко всем 

желудочно-кишечным заболеваниям составляет до 
30% [2]. Стоит отметить выраженную гетероген-
ность причин вызывающих поражение ДПК, это 
целиакия, аллергия к глютену и различным белкам, 
аутоиммунные заболевания, атопии, а также бак-
териальные, вирусные и паразитарные инфекции 
(хеликобактериоз, лямблиоз и т. д.) [3,4,5]. Поэтому 
последние исследования направлены на изучение 
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молекулярно-биологических механизмов развития 
морфологических изменений в слизистой оболочки 
(СО) ДПК, их особенностей при различных нозо-
логических формах, что позволит диагностировать 
и дифференцировать формы дуоденитов и прогно-
зировать течение заболевания.

Одной из характеристики морфофункциональ-
ного состояния СО ДПК является его нейроэндо-
кринная активность. Любые негативные воздей-
ствия, воспаление могут влиять на диффузную 
нейроэндокринную систему, продукцию цитоки-
нов и нейропептидов [6,7] и это взаимодействие 
играет определенную роль в  патофизиологии 
дуоденитов [8]. Эндокринная система желудоч-
но-кишечного тракта (ЖКТ) является крупнейшим 
эндокринным органом человека, где энтероэн-
докринные клетки (ЭЭК) синтезируют более ста 
различных гормонально активных пептидов [6,7], 
участвующих в моторике, секреции, абсорбции 
и поддержании целостности эпителия, и обеспе-
чивающие иммунный ответ. ЭЭК клетки синтези-
руют нейропептиды и хромогранины, в частности 
хромогранин А (CgA). CgA является хранилищем 

и активатором различных регуляторных пептидов 
с широким диапазоном воздействия на нормальные 
и патофизиологические процессы [9]. Регулятором 
различных эндокринных и не эндокринных функ-
ций ЖКТ, включая контроль потребления пищи 
и энергетический гомеостаз, является грелин. Бо-
лее того, грелин может играть роль модулятора 
иммунных реакций и воспалительных процессов, 
а также вызывать мощный противовоспалитель-
ный эффект. Различные желудочно-кишечные 
нарушения, инфекции, воспалительные и опухо-
левые заболевания могут приводить к изменению 
его синтеза и секреции [10]. Регуляция кишечной 
секреции, перистальтики и модуляция функции 
иммунных клеток происходит под действием серо-
тонина, секреция которого так же изменяется при 
различных воздействиях на слизистую оболочку 
ДПК [11].

Целью нашего исследования явилось опреде-
ление экспрессии хромогранина А, серотонина 
и грелина в слизистой оболочке ДПК при схожих 
морфологических проявлениях дуоденитов раз-
личной этиологии у детей.

Материал и методы

Материалом исследования послужили 40 биоп-
татов дистального отдела двенадцатиперстной 
кишки, полученные у детей в возрасте от 6 до 17 лет 
с морфологически верифицированным ХГД (30 
наблюдений) и у детей с сохранной архитектоникой 
слизистой оболочки ДПК без морфологических 
признаков ХД (10 наблюдений).

Первую группу (n=10) составили дети с цели-
акией, имеющие положительные сывороточные 
маркеры и носительство гена HLA-DQ2 или-DQ8.

Вторую группу (n=10) – дети с отрицательны-
ми сывороточными и генетическими маркерами 
целиакии и имеющие положительные показатели 
уреазного и гистологического теста на H.p.

В третью группу (n=10) вошли дети с лямблио-
зом, выявленным методом ПЦР кала.

Четвертую группу (n=10), группу контроля, со-
ставили дети с достоверно исключенными выше 
перечисленными заболеваниями и сохранной ар-
хитектоникой слизистой оболочки ДПК без мор-
фологических признаков ХД.

Возраст детей в  первой группе составил 
13,1±0,7 лет (6–17 лет), во второй группе – 13,2±0,1 
(7–17 лет), в третьей и четвертой группах – 11,2±0,1 
(7–17 лет) р>0,05; гендерных различий между груп-
пами не наблюдалось.

Согласно основным принципам биоптаты были 
получены из дистального отдела ДПК, для ориен-
тировки размещены на безволокнистую бумагу. 
Первоначальная оценка образцов проводилась при 
использовании окрасок гематоксилином и эози-
ном, альциановым синим и окраски по Романов-
скому-Гимзе.

Иммуногистохимическое окрашивание про-
водилось с использованием одноэтапного ави-
дин-биотинового иммунопероксидазного мето-
да с температурной демаскировкой антигенов. 

Для верификации экспрессии использовали сле-
дующие первичные антитела, Anti-Chromogranin 
A antibody (Abcam 1:400); Anti-Serotonin antibody 
(Abcam 1:50); Anti-Ghrelin antibody (Abcam 1:100). 
В качестве вторичных антител использовали ан-
титела, коньюгированные с пероксидазой (уни-
версальный набор DAKO EnVision TM + System). 
Визуализацию окрасок проводили с применением 
комплекса DAB+ и субстратного буфера (DAKO). 
Изучение препаратов проводилось в микроско-
пе Nikon-400 при увеличении х40. Для оценки 
результатов ИГХ окрашивания проводили мор-
фометрическое исследование микрофотографий 
(формат JPEG, TIF) с использованием системы 
компьютерного анализа микроскопических изо-
бражений Морфология 5.2. (ВидеоТест, Россия). 
В каждом случае анализировали весь материал, 
исключая поля зрения, содержащие дефекты окра-
шивания и артефакты. Интенсивность реакций 
оценивали по двум показателям – относитель-
ной площади экспрессии (От. Пл) и оптической 
плотности (О.П). Относительную площадь экс-
прессии рассчитывали как отношение площади, 
занимаемой иммунопозитивными клетками, к об-
щей площади клеток в поле зрения и выражали 
в процентах. Оптическую плотность экспрессии 
выявленных продуктов измеряли в условных еди-
ницах. Первый показатель отражает экспрессию 
исследуемого маркера в клеточной популяции, 
и второй – в отдельных клетках. Описательная 
статистика включала подсчет среднего значения 
(М), стандартной ошибки среднего (m). Оценка 
межгрупповых различий значений признаков про-
водилась с использованием t-критерия Стьюдента 
и рангового U-критерия Манна-Уитни. Статисти-
чески значимыми считались отличия при р<0,05 
(95%-уровень значимости).
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Результаты и обсуждение

Во всех группах наблюдалась морфологическая 
картина дуоденита, соответствующая по класси-
фикации R. Whitehead (1990) II степени с умеренно 
выраженной диффузной лимфоплазмоцитарной 
инфильтрацией и умеренными диффузными фи-
бропластическими процессами, локализованными 
в основном в межкриптальном пространстве.

Результаты иммуногистохимической реакции 
с исследуемыми маркерами представлены в таблице 1.

Иммуногистохимическое исследование CgA вы-
явило статистически значимые различия между 
группами. В группе пациентов с целиакией опре-
деляется значительное увеличение относительной 
площади экспрессии CgA, при равном уровне сте-
пени его накопления, оптическая плотность соста-
вила 0,242±0,018 у. е., что не отличается от группы 
контроля. В группе пациентов с H.р инфекцией 
показатели относительной площади не отличаются 
от контроля, однако оптическая плотность досто-
верно более низкая в данной группе. Изменения 
экспрессии CgA в группе с лямблиозом не выяв-
лено. Полученные результаты демонстрируют, что 
уровень экспрессии CgA изменяется при целиакии 
и может быть ориентиром для постановки диа-
гноза. В группе с Н.р инфекцией отмечается лишь 
незначительное снижение по одному показателю, 
оптической плотности, что не может быть досто-
верным диагностическим признаком.

Сопоставление экспрессии серотонина показа-
ло, что при Н.р инфекции наблюдается снижение 
экспрессии в 1,5 раза, как по площади, так и по 
оптической плотности, при этом в группе образцов 
с целиакией отмечено увеличения лишь площади 
экспрессии, а в группе с лямблиозом различий 
выявлено не было.

Исследование грелина показало статистически 
достоверное отличие между группами. Так, при 
целиакии преобладало значительное увеличение 
экспрессии по всем показателям, в группе Н.р ин-
фекции наблюдалась слабая экспрессия грелина 
по площади и оптической плотности, а в группе 
лямблиоза не отличалась от контроля.

Поиск корреляций экспрессии каждого из марке-
ров с полом и возрастом ни в группах исследования, 

ни в контрольной группе зависимостей не выявил 
(р>0,05), что свидетельствует об отсутствии воз-
растных изменений содержания изучаемых нами 
маркеров в данных группах.

Таким образом, в слизистой оболочке ДПК при 
целиакии отмечается значительное увеличение 
содержания хромогранина А, серотонина и грели-
на. Увеличение экспрессии хромогранина А и се-
ротонина может быть обусловлено нейроэндо-
кринной клеточной гиперплазией, возникающей 
при данном заболевание. Все это может приводить 
к стимуляции гамма интерферона, увеличению 
выработки цитокинов Т-хелперами, что играет 
важную роль в развитии атрофии ворсинок и ин-
траэпителиальной лимфоцитарной инфильтрации. 
Увеличение уровня грелина может быть обусловле-
но основными его эффектами. Грелин стимулирует 
секрецию гормона роста, вызывает положительный 
энергетический баланс и может уравновешивать 
действие лептина, уровень которого низкий у детей 
с целиакией [10,12].

Исследование экспрессии энтероэндокринных 
маркеров в группе с Н.р инфекцией выявил незна-
чительное снижение экспрессии хромогранина 
и серотонина и выраженное снижение грелина. 
Изменения, вызванные инфекцией Н.р, сопрово-
ждаются множеством метаболических и гормо-
нальных изменений, в том числе увеличением веса 
после эрадикационной терапии. Это, вероятно, 
является результатом взаимодействия между не-
сколькими факторами, в том числе грелина, ре-
гулирующего потребление пищи и аппетит. Из-
менения в уровнях экспрессии, вероятнее всего, 
вызваны атрофией желез в результате воспали-
тельного процесса [13].

Исследования, экспрессии энтероэндокринных 
маркеров в группе лямблиоза выявила лишь незна-
чительное изменение в уровне оптической плот-
ности грелина, это демонстрирует, что выбранные 
нами маркеры не участвуют в патоморфологии 
дуоденита при лямблиозе, и не являются диагно-
стически значимыми. Гистологическая картина 
дуоденитов различной этиологии представлена на 
рис. 1 (на цветной вклейке в журнал).

Заключение

Таким образом, в нашем исследовании впервые 
изучены энтероэндокринные маркеры при хро-
нических дуоденитах различной этиологии. Поиск 
подобного морфологического инструмента помо-
жет дифференцировать дуодениты при схожих 

клинических и гистологических особенностях. 
Так, увеличение экспрессии грелина, серотонина 
и хромогранина А играет важную роль в механиз-
мах нарушения структуры ДПК при целиакии, при 
Н.р-ассоциированном воспалении СО желудка 

Маркеры CgA Serotonin Ghrelin

Группа От.пл% О.П. у.е От.пл% О.П. у.е От.пл% О.П. у.е

I 2,5±0,015* 0,242±0,018 2,3±0,017* 0,250±0,008 3,18±0,06* 0,240±0,001*
II 1.6±0,16 0,180±0,0016* 1,6±0,001* 0,200±0,0015* 1,8±0,012* 0,186±0,001*
III 1.45±0,012 0,248±0,002 1,7±0,14 0,208±0,0015 2,89±0,012 0,186±0,002*
IV 1.5±0,15 0.250±0,0020 1.8±0,14 0.210±0,0018 3±0,15 0.190±0,0012

Таблица 1
Экспрессия исследованных 
маркеров

Примечание:
*  отличия в сравниваемых 

группах с контролем досто-
верны при р<0,05.
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и  ДПК наблюдается снижение всех исследуе-
мых маркеров, а вот при лямблиозе не отмече-
но достоверных изменений. Все это позволяет 

дифференцировать дуодениты по этиологии, 
и, следовательно, обоснованно назначать лечеб-
ные мероприятия.
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Рисунок 1.
Гистологическая картина 
дуоденитов различной этио-
логии. ИГХ ×200.

1.1 2.1 3.1

1.2 2.2 3.2

1.3 2.3 3.3

Обозначения:
1.1 хромогранин А, 1.2.серотонин, 1.3. грелин у пациентов с целиакией
2.1 хромогранин А, 2.2.серотонин, 2.3. грелин у пациентов с хеликобактериозом
3.1 хромогранин А, 3.2.серотонин, 3.3. грелин у пациентов с лямблиозом.

Описание:
Увеличение экспрессии хромогранина А, серотонина и грелина в слизистой оболочке двенадцатипер-

стной кишки у пациентов с целиакией.
Снижение экспрессии серотонина и грелина в слизистой оболочке двенадцатиперстной кишки у па-

циентов с хеликобактериозом.
Отсутствие значимых изменений экспрессии хромогранина А, серотонина и грелина в слизистой 

оболочке двенадцатиперстной кишки у пациентов с лямблиозом.

1.1 Chromogranin A-, 1.2. Serotonin- and 1.3. Grelin-positive cells in celiac disease.
2.1 Chromogranin A-2.2. Serotonin- and 2.3. Grelin-positive cells in helicobacteriosis.
3.1 Chromogranin A-, 3.2. Serotonin- and 3.3. Grelin-positive cells in lambliosis.

Conclusion:
Th e increase of Chromogranin A, Serotonin and Grelin expression was revealed in celiac disease.
Th e decrease of Serotonin and Grelin expression was detected in helicobacteriosis.
Th e lack of notable changes of Chromogranin A, Serotonin and Grelin expression in lambliosi.


